ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale des brevets 6 : 

A61K 39/108, 39/00, 39/35 // (A61K 
39/108, 39:00) (A61K 39/108, 39:00) 
(A61K 39/35, 39:108) 



A2 



(11) Nume>o de publication internationale: WO 98/39029 
(43) Date de publication internationale: 1 1 septembre 1998 (11.09.98) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/BE98/00030 

(22) Date de depot international: 5 mars 1998 (05.03.98) 



(30) Donnees relatives a la priority 

9700199 5 mars 1997 (05.03.97) 



BE 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes saufUS): UNIVERSITE 

LIBRE DE BRUXELLES [BE/BE]; Avenue F.D. Roosevelt 
50, B-1050 Bruxelles (BE). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): DUCHATEAU, Jean 
[BE/BE]; Rue des Champs-Elys6es 60, B-1050 Bruxelles 
(BE). SERVAIS, Genevieve [BE/BE]; Chemin de la Noire 
Agasse 2, B-7060 Horrues (BE). 

(74) Mandataires: VAN MALDEREN, Eric etc.; Office Van 
Malderen, Place Reine Fabiola 6/1, B-1083 Bruxelles (BE). 



(81) Etats designes: CA, IP, US, brevet europ6en (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, 
SE). 



Publiee 



Sans rapport de recherche internationale, sera republiee des 
reception de ce rapport. 



(54) Title: PHARMACEUTICAL OR FOOD COMPOSITION FOR TREATING PATHOLOGIES RELATED TO GRAFT VERSUS 
HOST, ALLERGIC OR AUTOIMMUNE REACTION 

(54) Titre: COMPOSITION PHARMACEUTIQUE OU ALIMENTAIRE POUR LE TRAITEMENT DE PATHOLOGIES LIEES A UN 
REJET DE GREFFE, UNE REACTION ALLERGIQUE OU AUTO-IMMUNE 



(57) Abstract 

The invention concerns a pharmaceutical and/or food composition comprising a suitable pharmaceutical and/or food vehicle and a 
heat shock protein and at least conformation or sequential epitopes of an antigenic structure inducing a graft versus host, an allergic or 
autoimmune reaction. 



(57) Abre'ge' 

La pr6sente invention concerne une composition pharmaceutique et/ou alimentaire comprenant un v6hicule pharmaceutique et/ou 
alimentaire adequat ainsi qu'une proline de stress et au moins un des epitopes conformationnel ou sequentiel d'une structure antigdnique 
induisant un rejet de greffe, une r6action allergique ou auto-immune. 



UNIQUEMENT A TITRE D 'INFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
internationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovenie 


AM 


Arm^nie 


FI 


Finlande 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autriche 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australie 


GA 


Gabon 


LV 


Lettonie 


SZ 


Swaziland 


AZ 


Azerbaijan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosnie-Herzegovine 


GE 


Georgie 


MD 


Republique de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guin6e 


MK 


Ex-Republique yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




de Macedoine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinite-et-Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irlande 


MN 


Mongolie 


UA 


Ukraine 


BR 


Bresil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


B61arus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Etats-Unis d'Amerique 


CA 


Canada 


IT 


Italie 


MX 


Mexique 


UZ 


Ouzbekistan 


CF 


Republique centrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays -B as 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvfcge 


ZW 


Zimbabwe 


CI 


C6te dTvoire 


KP 


Republique populaire 


NZ 


Nouvelle-Zeiande 






CM 


Cameroun 




democratique de Coree 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Republique de Coree 


PT 


Portugal 






cu 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumanie 






CZ 


Republique tcheque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


Federation de Russie 






DE 


Allemagne 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






EE 


Estonie 


LR 


Liberia 


SG 


Singapour 







WO 98/39029 



PCT/BE98/00030 



COMPOSITION PHARMACEUTIQUE OU ALIMENTAIRE POUR LE 
10 TRAI TEMENT DE PATHOLOGIES LIEES A UN RE JET DE GREFFE , UNE 

REACTION ALLERGIQUE OU AUTO - IMMUNE 

Objet de 1 ' invention 

La presente invention est relative a une 
15 nouvelle composition pharmaceutique ou alimentaire destinee 
au traitement de pathologies liees a un re jet de greffe, 
une reaction allergique ou auto- immune . 

Arriere-plan techno locricrue a la base de 1 ' invention 

2 0 Depuis une douzaine d'annees, des etudes 

controlees decrivent la desensibilisation reposant sur 
1 ' administration orale d'allergenes (1). Cette methode se 
fonde sur le fait que 1 1 administration orale d ' un antigene 
facilite 1 1 acquisition d ' une tolerance immunologique a son 

2 5 egard . La voie digestive constitue le mode de contact de 
l'organisme avec des antigenes, d'origine alimentaire ou 
microbienne . Cependant , les reactions allergiques sont 
rares . L » administration per os de globules rouges de mouton 
(GRM) a des rats empeche ceux-ci de produire plus tard des 

30 anticorps anti-GRM apres une injection sous - cut anee , alors 
que sans prise orale prealable, la reponse allergique eut 
ete presente. Ce phenomene constitue immunologiquement ce 
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que 1 1 on appelle la tolerance orale . 

Cette methode de desensibilisation per os a 
ete validee dans des etudes prospectives et controlees, et 
permet de reduire les risques d ' anaphylaxie , en particulieru 
5 pour le pollen de bouleau et les acariens . Elle est deja 
accessible sur le marche des vaccins par une presentation 
sous forme buvable (vendue par la societe Laboratoire des 
Stallergenes - Paris) . 

Par ailleurs, on peut considerer que le 

10 benefice en terme de protection de 1 ' allergie au lait des 
nourrissons qui est constate depuis 1 1 introduction de 
nouvelles formules de laits en poudre predigeres 
enzymatiquement resulterait de 1 ' induction de tolerances 
immunologiques par la presentation des antigenes sous forme 

15 de peptides . 

Cependant, il est difficile de predire ou 
constater l'efficience de la desensibilisation. 
L ' observation clinique permet, apres coup, de constater ou 
non 1 ' amelioration eventuelle des symptomes . 

2 0 II est connu par la demande de brevet 

internationale WO96/36880 de pouvoir detecter et/ou 
quantifier des ligands specif iques d 1 une pathologie liee a 
une reponse allergique, auto-immune ou du cancer du poumon, 
par un test de competition entre des ligands presents dans 
25 un echantillon avec d'autres ligands discriminables . Ce 
test se base sur le fait que les sujets allergiques et 
symptomat iques reconnaissent par leurs anticorps des 
epitopes differents de ceux reconnus par les anticorps de 
sujets tolerants sur la meme structure antigenique 

3 0 specif ique de ladite pathologie. Ce document decrit en 

outre la possibility de mesurer 1' evolution de cette 
specif icite, en particulier dans le cas d'enfants 
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allergiques au lait, et 1' evolution vers 1 1 acquisition in 
vivo de la tolerance au lait. 

Buts de 1 1 invention 

5 La presente invention a pour but de fournir 

une nouvelle composition qui peut etre de type 
pharmaceutique ou alimentaire visant a modifier la reponse 
immunitaire de patients vis-a-vis d'une pathologie liee a 
une reaction allergique, auto- immune ou vis-a-vis de 

10 phenomenes de re jet de greffe, de maniere a ce que la 
reponse immunitaire desdits patients se rapproche de la 
tolerance naturelle manifestee par des sujets normaux (qui 
demeurent asymptomatiques bien que susceptibles d'etre 
exposes aussi a cette pathologie) . 

15 La presente invention vise egalement a 

fournir une composition pharmaceutique ou alimentaire de 
faible cout, dont 1 ' administration soit aisee et qui puisse 
etre utilisee de maniere prophylactique et/ou 
therapeutique . 

20 

Elements caracteris tigues de 1 1 invention 

La presente invention concerne une 
composition pharmaceutique ou alimentaire comprenant un 
vehicule pharmaceutique ou alimentaire adequat , une 

25 proteine de stress (denommee egalement "heat shock protein" 
ou HSP) et au moins un des epitopes (conf ormationnel ou 
sequent iel) d'une structure antigenique, ladite structure 
antigenique induisant un re jet de greffe, une reaction 
allergique ou une reaction auto- immune. De preference, le 

3 0 vehicule pharmaceutique ou alimentaire de la composition 
est adequat pour une administration par voie mucosale 
(notamment par voie orale) ou cutanee . 
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Avantageusement , la proteine de stress et 
1 ! epitope forment un complexe de maniere naturelle (c'est- 
a-dire sans formation de lien covalent) comme decrit par 
Roamn et al., Febs (1994), Fouri et al . , The Journal of__ 
5 Biological Chemistry, Volume 269 n° 48, pp. 30470-30478 
(1994), Palleros et al . , The Journal of Biological 
Chemistry, Volume 269 n° 48, pp. 13107-13114 (1994), 
Grageroov et Gottesman, Journal of Molecular Biology, 
n° 241, pp. 133-135 (1994), et Schmid et al . , Science, 
10 Volume 260, p. 1991 (1994) incorpores ci-dessous par 
reference . 

Selon 1' invention, 1 * epitope (denomme 
egalement determinant antigenique) est obtenu par une 
hydrolyse de preference enzymatique, notamment a la 

15 pepsine, de ladite structure antigenique . 

De maniere avantageuse, la proteine de stress 
est une proteine bacterienne de stress, par exemple 
presente dans les bacteries saprophytes telles que E. coli . 

Parmi les proteines de stress de la presente 

2 0 invention, on peut mentionner la proteine de stress GroEL, 
les proteines de stress GrpE, DnaK ou DnaJ telles que 
notamment decrites par Hendrick et Hartl (Annual Review of 
Biochemistry, n° 62, p. 349 (1993)) ou les heat shock 
proteins HSP 60, 70, ... 

2 5 On entend par "phenomene de re jet de greffe, 

reaction allergique ou auto- immune 11 , les reactions 
d ' hypersensibilite de type immediat ou differe provoquees 
pour le contact notamment avec un allergene (cette reaction 
peut etre immediate et specif ique (anaphylaxie , urticaire, 

30 etc.) ou differee dans le temps) ou les maladies auto- 
immunes et les desordres du systeme immunitaire de type 
immediat ou differe lies aux re jets de greffes de type hote 
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contre greffe et greffe contre hote . 

L'auto-immunite est un etat d 1 immunisation 
d'un sujet contre ses propres const ituants et le phenomene 
de re jet de greffe est un etat d 1 immunisation d'un sujet. 
5 contre des const ituants etrangers (fluides corporels tels 
que sang, liquide cephalo - rachidien , . cellules, tissus, 

organes , anticorps, ...) implantes de maniere volontaire 
chez le patient. Ces phenomenes sont en particulier 
observes dans les pathologies choisies parmi le groupe 

10 constitue par les infections liees au SLE (Systemic Lupus 
Erythematosus disease) , le syndrome Gougerot -S j ogren (ou 
pathologie Sjogren) , la polyarthrite rhumatoide, ainsi que 
les pathologies du type sarcoidosis et osteopenia, la 
spondylarthrite , la scleroderma, la sclerose en plaques 

15 (multiple sclerosis) , la sclerose amyotrophique laterale, 
1 1 hyperthyroidisme , la maladie d'Addison, 1 ' anemie 
hemolytique auto- immune, la maladie de Crohn, le syndrome 
de Goddpasture, la maladie de Graves, la thyroidite 
d' Hashimoto, 1 • hemorragie purpurale idiopathique , les 

20 diabetes insulino-dependants , la myasthenie , le pemphigus 
vulgaris, 1 1 anemie pernicieuse, le glomerulonephritis 
poststreptococcal, le psoriasis et la sterilite spontanee, 
ainsi que les phenomenes immediats ou differes observes 
lors de re jets de greffe. 

2 5 On entend par "structure antigenique 

induisant un re jet de greffe, une reaction allergique ou 
auto- immune " , des allergenes, de preference choisis parmi 
le groupe constitue par les antigenes majeurs allergiques 
presents dans les aliments tels que les oeufs, le soja, le 

30 lait, en particulier la beta-lactoglobuline bovine (BLG) , 
issue du lait de vache , les antigenes majeurs allergiques 
presents dans les vegetaux, les moisissures, les 
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medicaments (en particulier les antibiotiques ) , les 
pollens, les antigenes majeurs allergiques presents dans 
les animaux, en particulier dans les polls, le venin, en 
particulier le venin de guepe, les antigenes majeurs de la- 
5 reaction allergique aux acariens , a la mite presente dans 
la poussiere de maison (antigene PI Dermatophagoides 
pteronyssinus) , 1' antigene majeur de 1 'Aspergillus 
fumagatus, et 1 ' enterotoxine B staphylococcale (SEB) . 

D ' autres exemples non limitatifs d'allergenes 

10 ou melanges d'allergenes ont egalement ete decrits dans la 
publication ISBN-91-970475-5-4 de Pharmacia AB incorporee 
ici par reference. 

La "structure antigenique" peut egalement 
etre un complexe antigenique induisant une maladie auto- 

15 immune. De preference, cette structure antigenique est 
specif ique du lupus (SLE) ou de la pathologie de Sjogren, 
en particulier la membrane plasmatique ou une portion de 
cette membrane contenant du DNA membranaire ayant un poids 
super ieur a 10 0 KD, tel que notamment decrit dans la 

20 demande de brevet W096/13723 dont le numero de publication 
est incorpore par reference. 

D 1 autres exemples non limitatifs de complexes 
antigeniques induisant des maladies auto-immunes ont 
egalement ete decrits par Roitt I. M. (Essential 

25 Immunology, Blackwell Scientific Publication (ch. 14) ISBN 
0-632-01994-8) et par Humbel R. L. (Auto-ant icorps et 
maladies auto-immunes, Ed. Scientif iques Elsevier (1994) 
ISBN 2-906077-58-5) . 

Cette structure antigenique peut egalement 

30 etre un locus majeur d 1 histocompat ibilite (MHC I et/ou MHC 
II) ou une portion de celui-ci specif ique d'un individu et 
intervenant dans les phenomenes de re jet de greffes (y 
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compris les transfusions de fluides corporels) . 

Le vehicule pharmaceutique ou alimentaire 
adequat selon la presente invention peut etre n'importe 
quel additif ou support, tel qu'une substance compatible^ 
5 non toxique pour 1 1 administration de la composition selon 
1 ' invention a un patient. Le type de vehicule 
pharmaceutique ou alimentaire adequat utilise dependra du 
mode d 1 administration choisi. En particulier, pour 
1 ■ administration orale, ceux-ci peuvent consister en des 
10 solutions aqueuses, des sirops, des tablettes , des 
capsules, etc. D'autres vehicules pharmaceutiques tels que 
des cremes ou des onguents peuvent etre choisis en f onction 
du type d ' administration, en particulier pour des 
administrations cutanees . 
15 L 1 homme du metier peut egalement adapter le 

vehicule pharmaceutique en f onction d 1 une administration 
subcutanee , intradermale , intraveineuse , intramusculaire , 
parenterale, par voie d 1 inhalation nasale ou buccale, etc. 

Le pourcentage de compose actif present dans 
20 la composition selon 1 1 invention dependra du type de 
patient et de pathologie traite et de la voie 
d 1 administration . Les doses seront uniquement limitees par 
la tolerance du produit par le patient, ainsi que par les 
frequences d 1 administration . 
2 5 Les concentrations d 1 administration seront en 

particulier choisies de maniere a ce que les signes et 
symptomes des pathologies susmentionnees soient reduits, de 
preference supprimes, par les doses d 1 administration 
prevues par la posologie. 
30 De maniere inattendue, les Inventeurs ont 

decouvert que 1 ' utilisation de la composition 
pharmaceutique et/ou alimentaire selon 1 1 invention permet 
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de modifier la reponse immunitaire d'un patient induite par 
ladite structure antigenique. La modification de la reponse 
immunitaire d'un patient peut notamment etre detectee et 
quantifiee selon le procede et la technique decrits dans la- 
5 demande de brevet WO96/36880 ou par toute methode d 1 analyse 
clinique du patient traite (y compris de maniere 
prophylactique) bien connue de 1 ' homme du metier. 

Un autre aspect de la presente invention 
concerne 1 1 utilisation de la composition selon 1 ' invention 

10 pour la preparation d'un medicament destine a modifier la 
reponse immunitaire d'un patient vis-a-vis d'une structure 
antigenique induisant un re jet de greffe, une reaction 
allergique ou auto-immune. En particulier, la presente 
invention concerne 1 1 utilisation de la composition 

15 pharmaceutique et/ou alimentaire selon 1 1 invention pour la 
preparation d'un medicament destine a la desensibilisation 
d 1 allergies atopiques ou non atopiques . 

Un autre aspect de la presente invention 
concerne 1 ' utilisation de la composition pharmaceutique 

20 et/ou alimentaire selon 1 ' invention pour la preparation 
d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 
des reactions allergiques, des maladies auto-immunes 
susmentionnees , au traitement ou a la prevention de re jets 
de greffe, eventuellement en combinaison avec un produit 

25 specifique pour diminuer ou neutraliser les reactions 
allergiques, les reactions auto-immunes et les phenomenes 
de re jet de greffe (en particulier 1 ' administration 
d 1 immunosuppresseurs tels que 1 ' azathioprine , les 
steroides, les globulines anti-lymphocitaires , la 

30 cyclosporine A, la rapamycine, le KF-506 (tacrolimus) ou 
des lymphokines (en particulier l'IL-10), leurs analogues 
et leurs agonistes bien connus de 1 ' homme du metier. 
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On entend par "analogues et agonistes" de ces 
molecules, d'autres molecules, ou des derives de ces 
molecules, agissant sur le meme recepteur ou via le meme 
mecanisme d' action que les produits specif iques- 
5 susmentionnes. 

La presente invention concerne egalement un 
procede de traitement therapeutique ou prophylactique d'un 
patient comprenant 1 ' etape d 1 administration de la 
composition selon 1 1 invention audit patient de maniere a 

10 modifier la reponse immunitaire du patient vis-a-vis d'une 
structure antigenique induisant un re jet de greffe, une 
reaction allergique ou auto-immune. 

La presente invention sera decrite de maniere 
plus detaillee en reference aux figures decrites dans les 

15 exemples d ! execution ci-dessous. 

Exemples 

A. Base du modele considere 

a) Utilisation de la voie orale 

2 0 L 1 administration orale permet une induction 

de tolerances immunologiques , et est appliquee de fagon de 
plus en plus etendue dans le domaine de la 
desensibilisation anti-allergique . Elle demande cependant 
1' usage de quantites plus importantes d'antigenes que par 
25 voie parenterale, et doit s'etendre sur des periodes d'au 
moins plusieurs annees (2, 3) . L ' opt imalisat ion du regime 
des doses administree et de leur periodicite est adaptable 
par 1 ' homme du metier de maniere a eviter les reactions 
syndromiques (replication de la symptomatologie allergique 

3 0 en cas de surdosage) , qui sont frequentes mais non 

dangereuses en raison de la progressivite lente de 
1 ' augmentation des doses administrees (2) . 
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b) Utilisation de complexes ypeyptides-yroteines de stress 

Les proteines de stress (heat shock proteins 
(HSP) ) constituent une serie de families de proteines, tres 
bien conservees durant 1' evolution depuis les bacteries- 
5 jusqu'a 1 ' homme , et qui ont la capacite de se lier aux 
peptides ou aux proteines dont la structure 
conf onnationnelle est alteree ou en voie de conformation 
definitive (4) . 

Elles ont plusieurs roles dont la 

10 participation au transport intracellulaire menant a 
1' assemblage polypeptidique pour la synthese de certaines 
proteines ou leur elimination. Certaines sont exprimees a 
la surface de dif ferentes cellules et peuvent contribuer a 
la presentation antigenique, en particulier a des 

15 lymphocytes T aux recepteurs pour antigene de type gamma- 
delta, qui colonisent les muqueuses et les organes 
lymphoides associes a la muqueuse digestive. 

La presentation antigenique par 

l'intermediaire des HSP de la famille HSP70 , aux 

2 0 lymphocytes T gamma-delta (y, 5) permet de se passer de la 
presentation dependante du complexe majeur 

d' histocompatibility de type II. 

L' injection parenterale a des animaux 
d' experience de complexes HSP-peptides permet d'obtenir un 

2 5 effet adjuvant remarquable (5, 6) determinant ou amplifiant 
le pouvoir antigenique de ces peptides. 

Certaines HSP de bacteries des families HSP60 
et HSP7 0 sont la cible de reponses immunes qui ont un role 
protecteur a 1 ' egard de 1' infection par ces germes . 

30 II a ete propose recemment de desensibiliser 

par voie orale en donnant des extraits peptidiques 
d'E. Coli contenant de la HSP60, a des patients atteint 
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d'arthrite rhumatoide, avec un certain effet benefique (5, 
6). Considerant le peu d' effet secondaire, les auteurs 
proposent de tenter 1'essai sur d'autres affections 
inf lammatoires pour manipuler une reponse dirigee contre 
5 l'une de ces HSP microbiennes elle-meme, consideree comme 
substitut d'un auto-antigene. 

De maniere inattendue, les Inventeurs ont 
decouvert que les proteines de stress constituaient un 
vecteur remarquable pour presenter des peptides au systemes 

10 lymphoide du tube digestif et induire une tolerance. Les 
proteines de stress des bacteries saprophytes semblent etre 
les plus abondantes naturellement dans la lumiere 
digestive. II est probable aussi que les peptides issus de 
la digestion alimentaire constituent la masse la plus 

15 abondante des fragments antigeniques disponibles a la 
formation de complexes HSP-peptides . Cependant , l'abondance 
des peptides generes , et la quantite presumee limitee des 
HSP bacteriennes rend aleatoire la formation d'une quantite 
immunologiquement efficiente de ces complexes HSP-peptides 

2 0 antigeniques, et ceci d'autant que la quantite absorbee 
d'antigene a visee desensibilisante est tres faible 
(quelques dizaines de jig) , en regard de la charge proteique 
alimentaire . 

Les Inventeurs ont propose de favoriser la 
25 formation de ces complexes avant l'arrivee dans le tube 
digestif, c'est a dire in vitro, en utilisant des proteines 
de stress de E. Coli purifiees et des peptides issus de la 
digestion pepsinique de la BLG. 



WO 98/39029 



PCT/BE98/00030 



c) Utilisation de tests de competition entre anticorps 
sericrues et monoclonaux your la BLG 

Les deux anticorps monoclonaux denommes 
ci-apres M6 et M7 reconnaissent chacun un epitope- 
5 conformationnel different sur la molecule de BLG . On 
utilise leurs proprietes qualitatives differentes comme 
marqueur de reconnaissance d' epitopes singuliers dans une 
competition avec 1' ensemble des anticorps seriques d'un 
sujet. II ressort d' etudes cliniques que les sujets 

10 symptomatiques et les sujets asymptomatiques reconnaissent 
sur cette molecule des epitopes qui pour une part au moins, 
sont differents (7), ce que 1 1 on denomme ci-dessous les 
prof ils epitopiques . 

L' epitope reconnu par M6 est particulierement 

15 bien reconnu par les sujets allergiques et symptomatiques. 
La fixation de 1' anticorps M6 sur la BLG intacte est en 
effet mieux inhibee par les serums d'enfants allergiques au 
lait que ceux de sujets non allergiques, qu'il s'agisse 
d'enfants ou d'adultes en bonne sante (donneurs de sang). 

2 0 L ' epitope reconnu par M7 est mieux reconnu 

par les sujets asymptomatiques que par les sujet 
allergiques. La fixation de 1' anticorps M7 sur la BLG est 
mieux inhibee par les sujets asymptomatiques que par les 
sujets allergiques . 
25 On utilise la competition de liaison 

antigenique contre M6 comme indice de specificite 
representant du profil d' epitopes reconnu par les sujets 
allergiques, et complement air ement la competition contre M7 
comme indice de specificite representant du profil 

3 0 d' epitopes reconnu par les sujets asymptomatiques. 

La validation de cette interpretation a ete 
confirmee longitudinalement par des etudes cliniques. 
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L' acquisition d'un etat de tolerance au lait s ' accompagne 
d'une conversion de la specif icite fine des anticorps 
seriques, vers le profil typique des sujets 
asymptomatiques . 
5 C'est cette discrimination d' epitopes 

exprimee a 1' echelon des anticorps circulants qui sert ici 
d'outil d' analyse pour 1' influence de la modulation 
antigenique orale . 

10 B. Modele experimental 

Des souris syngeniques ont reqm, dans leur 
eau de boisson, de tres faibles quantites de peptides issus 
de la digestion pepsinique de beta-lactoglobuline (BLG) 
prealablement couples ou non avec des proteines de stress 

15 purifiees et dont la capacite f onctionnelle etait intacte 
(capacite de se lier a des peptides ou des proteines 
alterees) . 



a) Oricrine animale et conditions d' elevagre 
2 0 4 0 individus de 8 a 16 semaines ont ete 

preleves dans un elevage de souris Balbc soumises depuis 
plusieurs generations a une alimentation pauvre en lait de 
vache : 3 0 /zg de beta-lactoglobuline / gramme de granules 
nutritif s . 

25 

h) Preya.ra.tion des comylexes anticrenicrues 

La BLG a ete digeree au contact de pepsine 
couplee a de 1' agarose (Sigma) dans des conditions de 
digestion incomplete, puis filtree sur filtre de 10000 
30 Daltons . La concentration du produit de digestion (pB) a 
ete mesuree par spectrophotometrie (rendement de 3 0 a 5 0% 
de la proteine intacte) . 
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Des solutions en tampon phosphate (PBS) de 
1 /xg/ml ont ete incubees avec des solutions de 1 /xg/ml des 
proteines de stress des E. Coli suivantes : DnaK, DnaJ, 
GroEL, GrpE (Stressgen) pendant une heure au mo ins a^ 
5 temperature ordinaire. Des aliquots de 1 ml de chaque 
combinaison ont ete congeles . 

c) Groupes de traitement et posolocrie des complexes par 
vole orale 

10 Une solution de complexes (1 ml) a ete 

ajoutee, apres degel, au biberon d'eau de 100 ml 
quotidiennement distribue pour chaque cage de quatre 
souris . Chaque type de complexe est administre a 8 souris . 
Un groupe controle recoit de 1'antigene pB non complexe. 

15 La solution a ete ajoutee 3 fois par semaine 

durant deux semaines (soit six fois) , a partir du temps 
zero . 

d) Reponse anticorps 

2 0 Un prelevement individuel de sang a ete 

realise dans le plexus retro-orbitaire au temps zero et 
apres 4 semaines. Les animaux sont anesthesies a 1' ether 
puis exsanguines , au bout de 8 semaines. 

La specificite des anticorps seriques a ete 
25 examinee par un test de competition de type ELISA. 

eJ Test de svecificite d / anticorys par competition 

Des plaques multipuits en polystyrene sont 
passivement' recouvertes, par absorption a temperature 

3 0 ordinaire, d'une faible quantite de BLG (0,3 /xg/ml en 

tampon bicarbonate), puis saturees par de la gelatine (1%, 
poids/vol - Haemacel (R) ) . 
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Le serum de souris est dilue au 1/100 en 
tampon de dilution (PBSdil) constitue de : PBS-EDTA (10 mM) 
- Tween 20 (0,05%) - gelatine (Haemacel-1%) . 

Deux anticorps monoclonaux de souris produits. 
5 ont ete selectionnes pour leur specif icite a l'egard 
d' epitopes conf ormationnels de la BLG. lis ont ete biotines 
et sont utilises a leur dilution limite de fixation 
antigenique definie de la fagon suivante : celle qui permet 
un signal maximal mais sensible a toute reduction de la 

10 charge en antigene, a sa propre dilution, et inhibable par 
la competition avec un pool de serums de souris non 
traitees . Celles-ci produisent en effet des anticorps 
naturels contre la BLG, en relation avec 1' exposition 
antigenique alimentaire, meme minime . 

15 100 fj.1 de serum dilue et d' anticorps biotine 

sont melanges dans un puits , en double exemplaire. 

Apres une incubation d'une nuit a temperature 
ordinaire, la fixation de 1' anticorps monoclonal est 
mesuree par la retention proportionnelle de biotine revelee 

2 0 par captation de streptavidine couplee a de la peroxydase 
de raifort. Celle-ci colore un substrat d'orthophenylene 
diamine . La densite optique (D.O.) est mesuree par 
spectrophotometrie . Le bruit de fond (b.f) est mesure dans 
des puits sans antigene. La fixation maximale est definie 

25 soit en 1' absence de competition (anticorps monoclonal 
seul) , soit en presence de serum particulierement peu 
inhibiteur . 

Les resultats sont exprimes en pourcentage de 
1' inhibition de fixation de 1' anticorps monoclonal par : 
30 % inhib= lOOx (D.O. du test - D.O. b.f.) / (D.O. maximale - 
D.O. b.f . ) 
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La correspondance entre profil d' epitopes 
reconnus sur l'antigene et l'etat clinique du sujet 
(tolerance ou pas) est confirmee par d'autres exemples : 
- modele d'allergie aux acariens : 
5 1 7 evolution de la specif icite fine des anticorps anti- 

acariens chez des enfants allergiques montre 1' existence 
d'un profil d' epitopes sous l'effet de la 
desensibilisation induite tant par voie parenterale 
qu' orale , 
10 - 1' evolution des anticorps 

cr) Resu.lta.ts 

La figure 1 resume les donnees de 
1 ' experimentation : 

15 

Inhibition de 1'a.nticorys M6 

Sur la partie gauche, sont representees les 
evolutions des moyennes d' inhibition (+ ecart type) de la 
fixation de 1' anticorps monoclonal M6 par les serums 
2 0 individuels, pour les differents groupes de traitement . 

Les donnees chif frees sont reprises dans le 

tableau 1 . 

Le groupe controle recevant les peptides 
digeres a la pepsine (pB) voit sa capacite moyenne 
25 d' inhibition augmenter de 45 a 60% et 59% apres 4 et 8 
seraaines . Cette variation est significative (p<0.05 - test 
T paire) par rapport au depart, mais stable apres 4 
semaines . 

Pour le groupe recevant les complexes de 
30 DnaK-pB, cette capacite passe de 48 a 56% puis 77% sur la 
meme periode, cette derniere etant plus importante que dans 
le groupe controle (p<0.01 - test T non paire) et tres 
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significative par rapport au temps zero (p<0.001 - T 
paire) . 

De meme, les groupes recevant les complexes 
DnaJ-pB, GroEL-pB et GrpE-pB montrent une elevation trer 
5 significative apres 4 semaines et qui s'accentue encore a 
la huitieme semaine (situee bien au dessus de la valeur du 
groupe controle pour les complexes GroEL-pB et GrpE-pB au 
moment correspondant ) . 



10 Inhibition de 1'anticorys Ml 

Sur la partie droite de la figure 1, sont 
representees les evolutions des moyennes d' inhibition (+ 
ecart type) de la fixation de l'anticorps monoclonal Ml, 
par les serums individuels, pour les differents groupes 

15 traites . 

Les donnees chif frees sont reprises dans le 

tableau 2 . 

Le groupe controle recevant les peptides de 
BLG digeres par pepsine <pB) ont une capacite moyenne 
20 d' inhibition qui diminue de 70 a 52% et 57% en 4 et 8 
semaines. Cette variation est significative (p<0.01 - test 
T paire) , quoique stable apres 4 semaines. 

Pour le groupe recevant les complexes DnaK- 
pB, cette capacite se reduit deja signif icativement a la 
2 5 quatrieme semaine, en passant de 6 8 a 51%, comme dans le 
groupe controle. 

Mais le resultat s'effondre a 17% a la 
huitieme semaine (p<0.001 - T paire), ce qui est nettement 
inferieur a celui du groupe controle pour le prelevement 
30 correspondant (p<0.01 - test T non paire) . 

L' evolution est parallele a celle-ci pour le 
groupe traite avec les complexes de DnaJ-pB. 
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Pour le groupe recevant des complexes de 
GroEL-pB, la reduction du pouvoir inhibiteur est d'emblee 
maximale, atteignant les 2 8% des la quatrieme semaine, et 
demeure au meme niveau, de 30% a la huitieme semaine. 
5 Dans le groupe recevant des complexes GrpE- 

pB, la reduction du pouvoir inhibiteur est aussi d'emblee 
maximale, passant de 72 a 22% des la quatrieme semaine, 
mais semble s'amenuiser ensuite en revenant a un taux moyen 
de 41%. 

10 

h) Conclusion 

L' administration de peptides issus de la 
digestion enzymatique d'un antigene majeur du lait, en 
1' occurrence la beta- lactoglobuline , sous la forme de 

15 complexes lies a des proteines de stress selon 1' invention, 
et par la voie orale, entraine une modification radicale et 
tres rapide du profil des epitopes reconnus par les 
anticorps circulants . Ces anticorps sont presents 
naturellement chez tous les sujets exposes a 1' antigene par 

2 0 leur alimentation. Dans un modele de souris , exposees 
chroniquement a une quantite faible de 1' antigene par cette 
voie, la dose d' antigene administree durant un bref laps de 
temps est tres faible, loin en dessous de la quantite 
ingeree naturellement (estimation 0,25 ^xg par sujet et par 

2 5 jour de traitement sous forme de complexes et 15 0 ^g par 

sujet et par jour dans 1 ' alimentation courante) . 

La rapidite du changement est d'autant plus 
remarquable que la demi-vie des anticorps seriques, 
principalement des IgG est de 3 semaines, ce qui signifie 

3 0 qu'a la huitieme semaine, il devrait encore subsister le 

quart des anticorps presents a la fin du traitement de 
seulement 2 semaines . Toutes les proteines de stress 
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utilisees ont ete ef f icaces . Dans une deuxieme experience 
avec des complexes DnaK-pB, une tentative de determiner une 
dose limite inferieure n'a pas abouti malgre 1' usage de 
doses jusqu'a 10 fois inferieures (0,1 fig / biberon de 
5 10 0 ml / 3 jours par semaine) . 

C. Tolerance induite oralement a 1 ' ecrard d'anticrenes 
d 1 histocompatibility maj eurs 
!_. Modele experimental 

10 Des animaux syngeniques (souris Balbc) 

re^oivent une preparation proteique dissoute dans leur eau 
de boisson. Elle contient des fragments d'antigenes 
d' histocompatibility de souris syngeniques d'une autre 
souche, dont elles re j etteraient toute greffe (souris C3H) . 

15 L'effet tolerogene est attendu de maniere 

renforcee lorsque ces fragments sont associes a une 
proteine de stress de bacterie (ici Dnak de E. Coli) . 

A titre de controle, un groupe de souris 
recevra de la meme maniere un complexe de Dnak avec des 

2 0 fragments peptidiques, obtenus de fa^on analogue, a partir 
de la beta-lactoglobuline (antigene majeur du lait) . 

On devrait s 1 attendre a ce que la 
sensibilisation orale doit attenuer de faq:on specifique la 
reactivite lymphocytaire a 1 ' egard d'une souche de 

2 5 lymphocytes etrangers du meme type que ceux utilises pour 

la preparation orale et non vis-a-vis d'une troisieme 
souche non apparentee . 

2. Materiel et methode 

3 0 a) animaux : 

3 groupes de 12 souris sont prelevees dans un elevage de 
souris syngeniques de souche Balbc sont elevees par cages 
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de 6 animaux. Chaque groupe regoit pendant 2 semaines une 
des preparations suivantes dans le biberon d'eau de boisson 
a raison de 3 distributions par semaine (un jour sur deux 
et pas le week-end) et une dose de 1 fj.g de complexe pour 
5 100 ml d'eau : 

- un complexe de Dnak-peptides de beta-lactoglobuline 
(preparation controle) 

- une solution de peptides de membrane lymphocytaire 
splenique de souris C3H digeree a la pepsine (contenant 

10 des fragment d' antigenes d' histocompatibility ) 

- un complexe de ces peptides associe au Dnak purifie de E. 
Coli (Stressgen) 

b) test de tolerance acquise (in vitro) 

15 Ce test est base sur une culture lymphocytaire mixte 
unidirectionnelle . 

Les cellules repondeuses sont isolees a 
partir de la rate des animaux a tester. Les cellules 
lympho-monocyt aires sont obtenues apres centrif ugat ion sur 

20 gradient de densite avec un melange de f icoll- isopaque 
(Pharmacia). Elles sont resuspendues a 1 1 aide de 4 millions 
de cellules/ml en milieu de culture RPMI 1640 tamponne a 
1'Hepes et au bicarbonate, supplements de 

2-mercaptoethanol, glutamine, geomycine, et 10% de serum de 

2 5 veau. 

Les cellules stimulantes sont obtenues de la 
meme maniere de souris de souches differentes au niveau de 
leur MHC : la souche C3H et une souche domestique (DOM) . 

Elles sont incubees pendant une heure en 

3 0 presence de mitomycine afin de bloquer leur potent iel de 

multiplication. Elles sont ensuite resuspendues dans les 
memes conditions que les cellules repondeuses. 



WO 98/39029 



PCT/BE98/00030 



Culture lymphocytaire : 

Un volume egal de suspension (0,1 ml) de 
cellules repondeuses et de cellules stimulantes sont 
melanges, en 3 exemplaires , dans des puits a fond rond de 
5 plaques multipuits de culture en polystyrene pour etre 
ensuite incubees durant 5 jours dans un incubateur a 
air/C0 2 (95/5%; vol/vol), humidifie, a 37,5 °C. 

Chaque puits de microculture recevra 2 jxc de 
thymidine tritiee a 2 C/mM (Amersham) 16 heures avant 
10 1' arret de la culture qui se realise a l'aide d'un appareil 
MASH II qui filtre chaque microculture sur une membrane de 
fibres de verre qui retient les noyaux cellulaires . 

La radioactivite nucleaire de chaque culot, 
qui reflete 1 ' incorporation de novo de thymidine dans de 
15 l'ADN, est mesuree par comptage en scintillation liquide 
(Packard Tricarb) . 

Les resultats sont exprimes en Coups Par 
Minute et representent la moyenne de 3 echantillons de la 
meme culture a 1' echelon individuel. 

20 

c) planif ication experimentale 

Les prelevements ont lieu a 2 moments differents : 
- durant la 3 erne semaine qui suit le debut de 
1 ' administration orale d'une des preparations, 

2 5 - durant la 7 erne semaine. 

Les animaux sont sacrifies en 3 fois par periode . 

Chaque experience de culture comporte 2 animaux par groupe 

traite . 

La culture lymphocytaire mixte est realisee parallelement : 

3 0 a) vis-a-vis de cellules mitomycinees d'origine C3H 

b) vis-a-vis de cellules mitomycinees d'origine DOM 
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d) preparation des peptides 

Des lymphocytes (20 millions) d'une souche de 
souris appropriee, sont isoles a partir de la rate. II 
s'agit d'un melange de lymphocyte T et B en quantit&s 
5 approximativement egales et done porteurs des antigenes de 
type I et II. lis sont traites par ultrasons (3 x 10 sec) 
puis centrifuges a 1000 g pendant 10 minutes. Le surnageant 
est collecte et recentrifuge de la meme fagon. Ensuite, le 
surnageant est centrifuge a 2 reprises a 8000 g. Le dernier 

10 surnageant est enrichi en membranes cellulaires et 
debarrasse de debris de noyau cellulaire et d'appareil de 
Golgi . II est soumis ensuite a une digestion par pepsine 
couplee a des billes d' agarose, a pH 2 en tampon glycine, 
pendant 1 heure 30 et a 37 °C. Apres cent r if ugation douce 

15 pour separer les billes d' agarose, et neutralisation a pH 7 
par tampon TRIS, le melange est filtre sur filtre 
(Millipore limite 10 kD) . Le rendement est de l'ordre 
500 /xg de peptide (determination par spectrophotometrie) 
denomme LMp . 

2 0 Une solution de 5 0 fig de peptide est melangee 

a une solution de 50 jig de Dnak (Stressgen) pour former un 
complexe Dnak -LMp . 

Le complexe Dnak avec peptide de beta- 
lactoglobuline (Bp) est constitue de la meme maniere en 
25 utilisant des peptides issus de la digestion pepsinique de 
beta- lactoglobuline purifiee (cf . supra) . 

3. Resultats 

Au bout de 3 semaines de traitement (figure 2) 

3 0 Le groupe de souris ayant regu le complexe 

Dnak-LMp repond le moins bien a la stimulation de cellules 
C3H mitomycinees (C3Hm) . 
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Ceci est different (p<0.02; T-test) du groupe 
qui a regu le peptide LMp seul, et egalement celui qui a 
re^u le complexe temoin Dnak-Bp (p<0.01; T-test). 

II faut cependant noter que l'administration-- 
5 du peptide seul (sans Dnak) a egalement un effet, puisque 
ce groupe est signif icativement moins repondeur que le 
groupe temoin (p<0.01; T-test). 

Toutefois, la specif icite de 1' inhibition de 
reponse est garantie par le fait que la reactivite 
10 lymphocytaire des trois groupes est equivalantes a 1 ' egard 
de cellules mitomycinees d'une troisieme souche, non 
apparent ee (DOMm) . 

Au bout de 7 semaines (ficrure 3) , soit 4 semaines apres 
15 1' arret de 1 ' administration orale 

Les difference entre les 3 groupes restent 
bien marquees . Le groupe traite au Dnak-LMp est le plus 
inhibe tant a 1' egard de celui qui a regu le peptide 
membranaire seulement (p<0.02; T-test) que le groupe temoin 
20 (p<0 . 01; T-test) . 

L' administration du peptide seul permet 
encore une attenuation de reponse vis-a-vis du groupe 
temoin (p<0.01; T-test). 

La specificite de la reponse est encore une 
25 fois verifiee par le test parallele vis-a-vis des cellules 
mitomycinees d'une souche non apparentee (DOMm) et ou les 3 
groupes traites differemment reagissent de la meme facpon. 

L' administration de peptides obtenus par 
3 0 digestion pepsiniques de lymphocytes spleniques de souches 
de souris caracterisees par une incompatibility dans le 
systeme H-2 tant aux niveaux K et D que A~E en quant it es 
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extremement faibles et pendant deux semaines, a pour effet 
d'attenuer fortement la reponse inconditionnelle de 
lymphocytes immuno - competent s , in vitro, qui signe 
d' habitude cette incompatibility . 
5 Cette attenuation est renforcee par la 

presentation de ce type de peptide sous la forme de 
complexes peptide s-Dnak . 

Cette attenuation est specif ique et n'atteint 
en rien la capacite de reponse a 1 ' egard d'une variete 
10 dif ferente, sans relation avec la souche utilisee pour la 
tolerisat ion . 



D. Tolerance des souris synaeniques a 1 ' eaard d'une greffe 
de cellules allogeniques 
15 2. Modele et schema experimental 
Souches de souris l 

- Balbc pour les animaux rendus tolerants 

— C3H pour les animaux donneurs de cellules a greffer 
(allogeniques) et de cellules stimulantes en culture 

2 0 lymphocytaire mixte (MLC) 

Elles sont elevees en cages de 6 animaux. 
Chaque groupe est constitue de 12 animaux par traitement. 

Le traitement oral est effectue selon le 
protocole precedent . 

25 

Schema experimental : 

Complexes administres dans l'eau de boisson : 
jours 0, 2, 4, 1, 9 

Greffe allogenique : 20x10^ cellules spleniques de C3H en 
30 intra-peritoneal : 

jour 16 
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Sacrifice, collecte de rates et mise en culture des 
cellules spleniques : 

15 semaines apres la greffe 

5 Detection et numeration des cellules allocrenicrues 

a.) Pa.r la. presence de cellules jporteuses de MHC type JJ 
Test fonctionnel en culture mixte syngenique 
bidirectionnelle 

Les cellules spleniques de souris traitees et 
10 greffees sont mises en culture avec des cellules de souris 
syngeniques (Balbc) non traitees (naives) . 

Normalement , il n'y a aucune reponse 
proliferative a attendre si le contenu des cellules 
spleniques d ' animaux traites et greffes est uniquement 
15 compose de cellules syngeniques . 

Par contre, la presence de cellules 
allogeniques, signalant la prise de greffe in vivo, devrait 
entrainer une proliferation de type MLC par les cellules 
dites naives, non tolerantes, d'autant plus importante que 
2 0 le nombre de cellules etrangeres est eleve. 

Pour evaluer 1 ' ordre de grandeur de la prise 
de greffe, une tentative de quantification relative de la 
reponse est effectuee par reference a une courbe 
dose/reponse obtenue en ajoutant des quantites connues et 
25 croissantes de cellules allogeniques C3H a une quantite 

identique de cellules naives et repondeuses (20 0xl0 3 
cellules/puits) . 



b) Pa.r la yresence de cellules yorteuses de MHC type I 
3 0 Numeration directe par immunofluorescence en 

cytof luorometrie de flux en utilisant un anticorps 
monoclonal de souris specifique du MHC type I de la souris 



WO 98/39029 



PCT/BE98/00030 



26 

C3H : H-2 kk (Serotec) , couple a la fluoresceine ou a la 
phycoerythrine sur une suspension de cellules spleniques . 

2. Resultats 

5 Comme presente dans la figure 4, 15 semaines 

apres la greffe peritoneale, les cellules spleniques du 
groupe traite par complexes DnaK-peptides de membranes 
lymphomonocytaires de souris C3H sont incapables de 
repondre a la stimulation par cellules C3H mitomycinees . 

10 Ceci temoigne de 1 ' induction d'une tolerance allogenique. 

Le groupe traite par le peptide seul est 
egalement tolere dans une moindre mesure . 

Le groupe traite par DnaK-peptide de 
betalactoglobuline n'est pas tolerant du tout. 

15 Par ailleurs, les cultures mixtes stimulees 

par une autre population allogenique provenant d'une souche 
histoincompatible differente de C3H, sont toutes 
semblables . Ceci temoigne de ce qu ' aucun traitement n'a 
altere ni differencie la capacite de reponse en MLC, et que 

20 l'effet du traitement est bien specif ique de la souche de 
souris dont proviennent les peptides de membranes. 

Comme represents dans la figure 5, on utilise 
la reponse en MLC de cellules d ■ animaux ni traites, ni 
greffes, pour reveler 1' existence de cellules etrangeres 

2 5 dans un melange de cellules spleniques d 1 animaux greffes, 

qui seraient dont ici d'origine C3H. 

II apparait que les rates de souris traitees 
oralement avant la greffe par LMp et DnaK-LMp contiennent 
des elements allogeniques puisqu ' elles donnent lieu a une 

3 0 reponse proliferative tres signif icat ivement differente de 

la reponse du groupe controle traite par un complexe DnaK- 
peptides irrelevants (betalactoglobuline) . Ce dernier a une 
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reponse qui ne differe pas du bruit de fond. 

A titre comparatif, une serie de cultures 
mixtes ont ete menees parallelement avec des quantites 
connues et croissantes de cellules C3H (figure 6) . Elles- 
5 donnent lieu a une reponse proliferative proportionnelle a 
la quantite de cellules etrangeres . 

Le niveau de reponse moyen enregistre avec 
des cellules spleniques d ' animaux greffes et tolerises par 
complexes DnaK-LMp correspondrait a une teneur d 1 environ 
10 30% de cellules C3H . 

La presence de cellules du type greffe dans 
la rate est mesuree par immunofluorescence a 1 1 aide d'un 
anticorps specif ique du MHC I de C3H (H-2kk) (table 5) . Le 
groupe traite par DnaK-LMp en contient 14.7% en moyenne, 
15 valeur signif icativement superieure a celle des deux autres 
groupe s . 

Cette presence d 1 allo-antigenes n'est 
observable qu 1 a la condition de laisser reposer les 
cellules spleniques d ' animaux greffes pendant au moins une 

2 0 suit a 37 °C en 1 1 absence de serum, ceci suggere qu'il est 
indispensable de permettre la reexpression de ces antigenes 
dont la presence serait ainsi modulee in vivo, 
vraisemblablement par des anticorps anti-H-2kk. Ceci ajoute 
un autre mecanisme de tolerance de la greffe a la tolerance 

25 purement adressee aux cellules T repondeuses . 
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Table 1 

Inhibitions de l'anticorps monoclonal M6 liant le nBLG par 
des serums de souris individuels : evolution en fonction du 
temps en fonction le type de complexe administre oralement,- 





% d' inhibition de la liaison de M6 


Moyenne 


Deviation 
standard 


Nombre de 
cas 


Groupe 1 : Controle (dBLG seulement] 




PREL 


1 


45 . 0100 


8 .4146 


8 


PREL 


2 


60 . 6750 


3 . 9304 


8 


PREL 


3 


59.6338 


17 .4714 


8 


Groupe 2 : complexes dBLG-DnaK 


PREL 


1 


48 .4350 


7 . 0540 


8 


PREL 


2 


56 .3675 


5 . 6146 


8 


PREL 


3 


77 . 0975 


3 . 8966 


8 


Groupe 3 : dBLG- 


PREL 


1 


23 . 7350 


15 .3990 


8 


PREL 


2 


65.7013 


6 .2958 


8 


PREL 


3 


65 .3863 


4 . 7270 


8 


Groupe 4 : dBLG- 


PREL 


1 


24 . 9538 


4 . 7972 


8 


PREL 


2 


56 . 0100 


4 .3929 


8 


PREL 


3 


80 . 0287 


1 . 9401 


8 


Groupe 5 : dBLG- 


PREL 


1 


37 .3313 


6 .4248 


8 


PREL 


2 


56 .6962 


5 . 5641 


8 


PREL 


3 


87 . 1525 


7 . 8731 


8 
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Table 2 

Inhibitions de l'anticorps monoclonal M7 liant le nBLG par 
des serums de souris individuels : evolution en fonction du 
temps en fonction le type de complexe administre oralement ^ 





% d 1 inhibition de la liaison de M7 


Moyenne 


Deviation 
standard 


Nombre de 
cas 


Groupe 1 : Controle (dBLG seulement) 




PREL 


1 


70 . 0658 


3 . 5541 


8 


PREL 


2 


52 . 8224 


2 . 3458 


8 


PREL 


3 


57 . 0592 


7 . 8996 


8 


Groupe 2 : complexes dBLG-DnaK 


PREL 


1 


68 . 9145 


2 . 6698 


8 


PREL 


2 


51.6908 


3 .0857 


8 


PREL 


3 


17 .2697 


8 . 0473 


8 


Groupe 3 : dBLG- 


PREL 


1 


78 .4276 


3 .4832 


8 


PREL 


2 


50 . 8553 


3 . 9778 


8 


PREL 


3 


26 . 9145 


3 .2069 


8 


Groupe 4 : dBLG- 


PREL 


1 


73 . 9671 


3 . 1679 


8 


PREL 


2 


28 . 5132 


8 . 6072 


8 


PREL 


3 


30 .2829 


14 . 2174 


8 


Groupe 5 : dBLG- 


PREL 


1 


72 . 8355 


4 . 7722 


8 


PREL 


2 


22 .2961 


9 . 5040 


8 


PREL 


3 


41.3684 


6 .4331 


8 



WO 98/39029 



PCT7BE98/00030 



30 

Table 3 

Titres d'anticorps anti (natif) nBLG apres transformations 
logarithmiques : evolution en fonction du temps en fonction 
le type de complexe administre oralement . 





Ln de titres (A. U. ) 


Moyeniie 


Deviation 
standard 


Nombre de 
cas 


Groupe 1 : Controle (dBLG seulement! 




PREL 


1 


3 . 8526 


.4547 


8 


PREL 


2 


4 .2162 


.3395 


8 


PREL 


3 


4 .2059 


.2946 


8 


Groupe 2 : complexes dBLG-DnaK 


PREL 


1 


3 . 9738 


. 7957 


8 


PREL 


2 


4 .3749 


. 6353 


8 


PREL 


3 


3 .2562 


. 5057 


8 


Groupe 3 : dBLG- 


PREL 


1 


3 . 7073 


.4435 


7 


PREL 


2 


4 . 1348 


. 5475 


8 


PREL 


3 


4 .3917 


. 5047 


8 


Groupe 4 : dBLG- 


PREL 


1 


4 . 3714 


.4215 


8 


PREL 


2 


3 .6419 


.4704 


8 


PREL 


3 


3 . 9964 


.2724 


8 


Groupe 5 : dBLG- 


PREL 


1 


4 . 1526 


. 6401 


8 


PREL 


2 


4 . 1739 


.4464 


8 


PREL 


3 


3 . 6126 


.4873 


8 
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Table 4 

Differences de 1 ' inhibition entre la liaison des anticorps 
M6 et M7 au nBLG : 





% d 1 inhibition de la liaison de M6 
-% d' inhibition de la liaison de M7 


Moyenne 


Deviation 
standard 


Nombre de 
cas 


Groupe 1 : Controle (dBLG seulement] 




PREL 


1 


-25 . 0558 


9 .0035 


8 


PREL 


2 


7 . 8526 


5 . 6470 


8 


PREL 


3 


2 . 5745 


19 . 8676 


8 


Groupe 2 : complexes dBLG-DnaK 


PREL 


1 


-20 .4795 


8 . 5253 


8 


PREL 


2 


4 . 6767 


6 . 1131 


8 


PREL 


3 


59 . 8278 


9 .2686 


8 


Groupe 3 : dBLG- 


PREL 


1 


-54 . 6926 


13 .8705 


8 


PREL 


2 


14 . 8460 


6 .4665 


8 


PREL 


3 


38 . 4718 


5.6903 


8 


Groupe 4 : dBLG- 


PREL 


1 


-49.0134 


3 . 9824 


8 


PREL 


2 


27 .4968 


10 . 6337 


8 


PREL 


3 


49 . 7459 


14 . 6732 


8 


Groupe 5 : dBLG- 


PREL 


1 


-35.5043 


4 . 8959 


8 


PREL 


2 


34 .4002 


13 .4093 


8 


PREL 


3 


45 . 7841 


8 . 7931 


8 
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Table 5 

Cellules allogeniques persistantes (H-2kk + ) dans les rates 
de souris Balbc greffees avec des cellules C3H : 



Traitement oral 


DnaK-Bp 


Lymphocyte Membrane 
peptide (LMp) seul 


DnaK-LMp 


1.0% 


0 . 9% 


14 .2% 


1.5 


2 . 8 


25 . 0 


0 . 5 


3 . 6 


9 . 2 


0 . 5 


3 . 7 


10 .4 


Moyenne ET 


Moyenne ET 


Moyenne ET 


0.9% 0.5 


2.7% 1.3 


14.7% 7.2 



T-tests couples : 

DnaK-LMp / DnaK-Bp : p = 0.026 

DnaK-LMp / LMp : p = 0.052 

5 



WO 98/39029 



PCT/BE98/00030 



33 

REFERENCES 

1. Patterson, R. et al . , Allergy Proc . , Vol. 15 (5), 
pp. 239-264 (1994) 

2. Ferrick, D.A., Mak-TW Tolerance and Self -Reactivity in,. 
5 V gamma 1.1 C gamma 4 transgenic mice 

3. Staines, U. et al . , J. Rheumatol., Vol. 54 (3), 
pp. 145-154 (1995) 

4. Polla, B.S. et al . , Clin. Exp. Allergy, Vol. 23 (7), 
pp. 548-556 (1993) 

10 5. Healy, A.M. et al . , Ann. N. Y. Acad. Sci., Vol 663, pp. 
319-330 (1992) 

6. Revillard, J. P. et al. , Dev. Biol. Stand., Vol. 77, pp. 
31-37 (1992) 

7. Bousquet , J. et al . , Allergy, Vol. 49, pp. 31-36 (1994) 



15 



WO 98/39029 



PCT/BE98/00030 



34 

RE VEND I CAT I QNS 

1. Composition pharmaceutique et/ou 
alimentaire comprenant avec un vehicule pharmaceutique 
et/ou alimentaire adequat , une proteine de stress et au 

5 moins un des epitopes conf ormationnel ou sequentiel d'une 
structure antigenique induisant un re jet de greffe ou une 
reaction allergique ou une reaction auto-immune. 

2. Composition pharmaceutique et/ou 
alimentaire selon la revendication 1, caracterisee en ce 

10 que le vehicule pharmaceutique et/ou alimentaire est 
adequat pour une administration par voie mucosale ou par 
voie cutanee . 

3 . Composition pharmaceutique et/ou 

alimentaire selon la revendication 1 ou 2 , caracterisee en 
15 ce que la proteine de stress et l 1 epitope forment un 
complexe . 

4. Composition pharmaceutique et/ou 
alimentaire selon 1 1 une quelconque des revendicat ions 
precedentes, caracterisee en ce que 1 ' epitope est obtenu 

2 0 par une hydrolyse avantageusement enzymatique, de 
preference a la pepsine, de ladite structure antigenique. 

5. Composition pharmaceutique et/ou 
alimentaire selon l'une quelconque des revendications 1 a 
4, caracterisee en ce que la proteine de stress est une 

25 proteine bacterienne de stress. 

6. Composition pharmaceutique et/ou 
alimentaire selon la revendication 5, caracterisee en ce 
que la proteine bacterienne de stress est une proteine de 
stress d'une bacterie saprophyte. 

30 7. Composition pharmaceutique et/ou 

alimentaire selon l'une quelconque des revendications 5 ou 
6, caracterisee en ce que la proteine de stress est une 
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proteine de stress d 1 E . Coli . 

8. Composition pharmaceutique et/ou 
alimentaire selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que la proteine de stress est choisie parmi le groupe. 

5 constitue par la proteine de stress GroEL, GrpE, DnaK, ou 
DMA J . 

9. Composition pharmaceutique et/ou 
alimentaire selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que la structure 

10 antigenique est un allergene choisi parmi le groupe 
constitue par les antigenes majeurs allergiques presents 
dans le lait, en particulier la beta-lactoglobuline bovine 
(BLG) issue du lait de vache, les antigenes majeurs 
allergiques presents dans les vegetaux, en particulier dans 

15 les pollens, dans les poils d'animaux, dans les venins 
d'animaux, en particulier dans le venin de guepe, les 
antigenes majeurs de la reaction allergique aux acariens, a 
la mite presente dans la poussiere de maison (antigene PI 
du Dermatophagoides pteronyssinus ) , l f antigene majeur de 

2 0 1 'Aspergillus f umigatus , 1 1 enterotoxine B staphylococcale 

(SEB) et le locus majeur d 1 histocompatibility de type I ou 
II . 

10- Composition pharmaceutique et/ou 

alimentaire selon l'une quelconque des revendications 
25 precedentes caracterisee en ce qu'elle comporte un 
immunosuppresseur , de preference choisi parmi le groupe 
constitue par 1 ' azathioprine , les steroldes, les globulines 
anti-lymphocitaires , la cyclosporine A, la rapamycine, le 
KF5 0 6 (tacrolimus), ou des lymphokines , leurs analogues, 

3 0 leurs agonistes ou un melange d 1 entre eux. 

11. Utilisation de la composition 

pharmaceutique et/ou alimentaire selon l'une quelconque des 
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revendications precedentes pour la preparation d'un 
medicament destine a modifier la reponse immunitaire d'un 
patient vis-a-vis d'une structure antigenique specif ique 
d'une pathologie liee a un re jet de greffe, une reaction 
5 allergique ou une reaction auto- immune. 

12 . Utilisation de la composition 
pharmaceutique et/ou alimentaire selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 9 pour la preparation d'un medicament 
destine a la desensibilisation d' allergies atopiques ou non 

10 atopiques . 

13 . Utilisation de la composition 
pharmaceutique et/ou alimentaire selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9 pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement ou a la prevention des maladies auto- 

15 immunes, en particulier les pathologies choisies parmi le 
groupe constitue par les infections liees au SLE (Systemic 
Lupus Erythematosus disease) , le syndrome Gougerot -S j ogren 
(ou pathologie Sjogren) , la polyarthrite rhumatolde, ainsi 
que les pathologies du type sarcoidosis et osteopenia, 

2 0 spondylarthritis, scleroderma, multiple sclerosis, 

amyotrophic lateral sclerosis, hyperthyroidism, maladie 
d' Addison, auto -immune haemolytic anaemia, maladie de 
Crohn, syndrome de Goddpasture, maladie de Graves, 
Hashimoto's thyroiditis, idiopathic purpura haemorrhagica , 
25 diabetes insul ino- dependants , myasthenia, pemphigus 
vulgaris, pernicious anaemia, poststreptococcal 

glomerulonephritis, psoriasis et sterilite spontanee . 

14. Utilisation de la composition 
pharmaceutique et/ou alimentaire selon l'une quelconque des 

3 0 revendications 1 a 10 pour la preparation d'un medicament 

destine au traitement ou a la prevention de re jets de 
greffe . 
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